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C. difficile iz vzorcev prsti, odvzetih iz njiv, vrtov, parkov in iz vzorcev peska iz 
peskovnikov. Vzorčili smo na 30 različnih lokacijah v Pomurju. Posamezni vzorec 
smo obdelali z dvema metodama, ki sta se razlikovali v začetnih korakih – direktno 
metodo in metodo, ki je vključevala sonikacijo. Vse izolate smo okaraterizirali s PCR 
ribotipizacijo in toksinotipizacijo. C. difficile smo izolirali iz 17 pozitivnih vzorcev 
(56,7 %), 15 vzorcev prsti in 2 vzorca peska. Skupaj smo  osamili 170 
izolatov C. difficile,  katere smo uvrstili v 15 različnih PCR-ribotipov, od katerih je 
bil le en nov – SLO 257. Netoksigenih PCR-ribotipov je bilo 7, toksigenih pa 8; 
slednje smo uvrstili v dva različna toksinotipa, 0 in IV. Identificirani ribotipi se 
deloma prekrivajo z ribotipi, ki jih najdemo tudi pri ljudeh in živalih. V prsti smo 
našli tudi nekaj ribotipov (predvsem netoksigenih), ki prej še niso bili opisani v 
človeški populaciji, kar kaže na to, da v prsti lahko najdemo genotipe, ki bi lahko bili 
bolj prilagojeni na okolje. Iz rezultatov lahko razberemo še, da je bakterija C. difficile 
v prsti prisotna v večjem deležu, kot navajajo dosedanji podatki. V tem delu smo 
prvič opisali izolacijo C. difficile iz peskovnikov v Sloveniji. 
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1 
1 UVOD 
 
Črevesne okužbe pri ljudeh in živalih pogosto povzroča bakterija Clostridium difficile, 
anaerobna, po Gramu pozitivna bakterija, ki je lahko normalno prisotna v črevesni 
mikrobioti ljudi in živali (Leffler in Lamont, 2015). 
 
Do okužbe s C. difficile večinoma pride med ali po koncu terapije z antibiotiki, ki porušijo 
sestavo normalne črevesne mikrobiote in tako omogočijo razrast bakterije. Če se v črevesju 
preveč namnoži toksigeni sev, ki proizvaja toksina A in/ali B, ki sta glavna dejavnika 
virulence, se pojavijo simptomi okužbe, ki lahko obsegajo vse od blage driske do 
psevdomembranoznega kolitisa, ki lahko v najhujših primerih vodi celo v smrt (Abt in sod., 
2016; Rupnik in sod., 2009). 
 
Število okužb s C. difficile v svetu narašča, prav tako pa je opaziti vse več okužb tudi v 
Sloveniji. Pogoste so bolnišnične okužbe, katerih izvor je dobro raziskan. Zadnja leta je 
opazen tudi porast izvenbolnišničnih okužb pri mladih ljudeh brez predhodnega 
antibiotičnega zdravljenja ali hospitalizacije. Ker so izvenbolnišnične okužbe zelo širok 
pojem, ki zavzema več habitatov in niš, je dobro poznati razširjenost in raznolikost bakteije 
C. difficile. Bakterijo lahko izoliramo iz različnih okolij. Ker tvori zelo odporne spore, jo 
lahko najdemo tudi v zunanjih aerobnih okoljih, kot so npr. reke, jezera, prst (Vedantam in 
sod., 2012; Janezic in sod., 2012). 
 
V magistrskem delu smo se zato osredotočili na izolacijo bakterije C. difficile iz prsti parkov, 
njiv, vrtov in peska iz peskovnikov. Za karakterizacijo C. difficile se uporabljajo številne 
tipizacijske metode, kot so PCR-ribotipizacija, pulzna gelska elektroforeza, toksinotipizacija 
in druge. V magistrskem delu smo izolate C. difficile okarakterizirali z metodama 
toksinotipizacije in PCR-ribotipizacije. 
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2 
1.1 NAMEN IN DELOVNE HIPOTEZE 
 
Raznolikost sevov bakterije C. difficile je pri ljudeh in živalih dobro raziskana. Veliko manj 
sta raziskani prisotnost in raznolikost C. difficile v okolju. Zaradi tega je bil namen 
magistrske naloge ugotoviti pogostnost in raznolikost genotipov bakterije C. difficile v prsti 
različnih okolij, in sicer v prsti vrtov, njiv in mestnih parkov ter v pesku iz peskovnikov. 
 
Pričakujemo, da: 
- bo bakterija C. difficile v prsti in v pesku prisotna v majhnem deležu vzorcev, 
- bodo nekateri genotipi, izolirani iz okolja, enaki, kot se pojavljajo tudi pri ljudeh in 
živalih v Sloveniji. 
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3 
2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 BAKTERIJA Clostridium difficile 
 
Bakterija Clostridium difficile je anaerobna, po Gramu pozitivna, sporogena bakterija 
paličaste oblike (Slika 1), ki se prenaša po fekalno-oralni poti (Leffler in Lamont, 2015). C. 
difficile tvori spore, ki so metabolno dormantne in zelo odporne na zunanje dejavnike, kar 
bakteriji omogoča daljše preživetje v aerobnih okoljih. Zelo razširjene so v naravnem okolju 
(voda, prst …) in v zdravstvenih ustanovah (Vedantam in sod., 2012). Z in vitro študijami 
so pokazali, da sevi C. difficile, ki povzročajo epidemije, sporulirajo hitreje in v večjem 
deležu kot ostali sevi (Rupnik in sod., 2009). 
 
Ime »difficile« je bakterijska vrsta dobila, ker jo je bilo težko izolirati zaradi počasne rasti 
(Davies in sod., 2011). Leta 1935 sta jo iz blata zdravega dojenčka prvič izolirala Hall in 
O'Toole. Čeprav so psevdomembranozni kolitis opisali že leta 1893, so George in sod. šele 
leta 1978 odkrili povezavo med C. difficile in okužbami. Odkrili so, da je bakterija C. difficile 
odgovorna za večino primerov drisk, povezanih z antibiotiki. C. difficile je postala ena 
najpogostejših povzročiteljev bolnišničnih okužb v razvitih državah (Heinlen in Ballard, 
2010). 
 
 
Slika 1: Bakterija Clostridium difficile v vegetativni obliki in v obliki spor (kolonija pod elektronskim 
mikroskopom po petdnevni inkubaciji) (Lipovšek in sod., 2013) 
 
 
 Gomboc T. Osamitev in karakterizacija bakterije Clostridium difficile iz prsti v različnih okoljih. 
   Mag. delo. (Du2) Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
 
4 
V naravi se pojavljajo toksigeni in netoksigeni sevi. Oboji lahko kolonizirajo gostitelja (ljudi 
in živali), a so z razvojem bolezni povezani le toksigeni sevi (Vedantam in sod., 2012). 
C. difficile lahko izoliramo iz ljudi in tudi iz različnih živalskih vrst, ki predstavljajo naravni 
rezervoar te bakterije (Riley, 1994; Usui in sod., 2016; Simango, 2006). 
 
V bolnišničnem okolju so vir okužbe predvsem okuženi bolniki (simptomatsko in 
asimptomatsko kolonizirani ljudje) (Viswanathan in sod., 2010) in kontaminirano okolje 
(Gerding in sod., 1995). Pomemben vir okužbe je lahko tudi zunanje okolje – prst in voda 
(Janezic in sod., 2012). 
 
 
2.1.1 Dejavniki virulence bakterije C. difficile 
 
Sposobnost bakterije C. difficile, da povzroči okužbo, je odvisna od številnih dejavnikov 
virulence, med katerimi sta najpomembnejša dva beljakovinska toksina, in sicer toksin A 
(TcdA) in toksin B (TcdB) (Abt in sod., 2016). Med netoksinskimi dejavniki virulence so 
gibljivost (prisotnost pilov, bičkov), adhezija in izmikanje imunskemu sistemu gostitelja 
(kolagen in fibrin vezavni proteini, površinski proteini, sortaza) ter drugi proteini (Vedantam 
in sod., 2012). Pomemben virulenčni dejavnik je površinska plast proteinov vegetativne 
celice C. difficile. Ti proteini omogočajo adhezijo na celice črevesne sluznice in lahko 
izzovejo vnetni in imunski odziv. Variabilnost med proteini A površinskega sloja (SlpA) 
med posameznimi sevi je precejšnja. Sevi z večjo virulenco imajo spremenjen SlpA tako, da 
omogoča močnejšo adhezijo na črevesne epitelijske celice (Rupnik in sod., 2009). 
 
Toksigeni sevi C. difficile proizvajajo do tri toksine – poleg omenjenega toksina A in toksina 
B lahko nekateri sevi proizvajajo še tretji toksin, binarni toksin CDT (Vedantam in sod., 
2012; Gerding in sod., 2014). Toksina A in B spadata v družino velikih klostridijskih 
toksinov, binarni toksin pa je ADP-riboziltransferaza (Davies in sod., 2011). Binarni toksin 
najdemo le pri majhnem odstotku PCR-ribotipov, PFGE-tipov in REA-tipov C. difficile, a 
je pomemben pri patogenezi OCD (okužba s C. difficile) (Gerding in sod., 2014). 
 
Toksina A in B sta po aktivnosti glikoziltransferazi, ki katalizirata glikozilacijo in posledično 
inaktivacijo GTPaz iz družine Rho. Toksin A je velik 308 kDa in toksin B 269,6 kDa. Vsi 
toksini družine velikih klostridijskih toksinov, vključno s toksinoma A in B bakterije 
C. difficile, letalnim toksinom Clostridium sordellii in α-toksinom Clostridium novyi, 
delujejo na svoje tarčne celice z modifikacijo majhnih GTPaz (Davies in sod., 2011). 
Primarna tarča toksinov so črevesne epitelijske celice. Po endocitozi in aktivaciji toksinov v 
citosolu pride do nekroze celic, ki vodi do izgube integritete in poškodb črevesne sluznice 
ter aktivacije vnetnega odziva (Abt in sod., 2016). 
 
 Gomboc T. Osamitev in karakterizacija bakterije Clostridium difficile iz prsti v različnih okoljih. 
   Mag. delo. (Du2) Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
 
5 
Oba toksina TcdA in TcdB delujeta na Rho GTPaze (Rho, Ras in Cdc42), ki so molekularna 
stikala, vpletena v številne signalne poti, in so ključna za ureditev aktina pri citoskeletu 
(Davies in sod., 2011). Toksina povzročata številne citotoksične učinke in vnetne odzive, ki 
vodijo do resnih kliničnih stanj, kot je npr. pseudomembranozni kolitis (Vedantam in sod., 
2012). 
 
Binarni toksin je sestavljen iz dveh neodvisnih komponent, encimske komponente CDTa (48 
kDa) in transportne komponente CDTb (74 kDa), ki omogoča vnos CDTa v tarčno celico 
(Davies in sod., 2011). CDTb, ki ga aktivirajo serinske proteaze, se veže na z lipolizo 
stimulirani lipoproteinski receptor. ADP-ribozilacija povzroči depolimerizacijo aktinskega 
citoskeleta. Tvorijo se mikrotubuli. Čeprav seve, ki proizvajajo CDT, večkrat najdemo pri 
ljudeh s težjim potekom bolezni, vloga CDT pri nastanku bolezni še ni popolnoma raziskana 
(Gerding in sod., 2014). 
 
Toksina A in B kodirata gena tcdA in tcdB, ki se nahajata na 19,6 kb velikem toksinskem 
lokusu, imenovanem PaLoc. PaLoc vsebuje še tri dodatne regulatorne gene, ki omogočajo 
prepisovanje in izločanje toksinov (Davies in sod., 2011). Gen tcdE kodira holinu podoben 
protein, ki je odgovoren za izločanje toksinov A in B iz celice, tcdR kodira alternativni sigma 
faktor, ki je pozitivni regulator produkcije toksinov in tcdC, ki je negativni regulator sinteze 
toksinov (Rupnik in sod., 2005). Pri netoksigenih sevih je PaLoc zamenjan z 115 bp dolgim 
zaporedjem (Braun in sod., 1996), Elliott in sod. pa so v netoksigenem sevu namesto 115 bp 
opisali daljšo, 7,2 kb dolgo sekvenco, ki ni sorodna PaLoc-u in zaenkrat še ni poznan njen 
izvor ali vloga (Elliott in sod., 2009). Geni, ki kodirajo binarni toksin, se nahajajo na 6,2 kb 
veliki regiji na kromosomu, imenovanem lokus Cdt oziroma CdtLoc (Gerding in sod., 2014). 
 
 
2.1.2 Okužba s C. difficile 
 
C. difficile povzroča širok spekter črevesnih bolezni (OCD) (Rupnik in sod., 2009), vse od 
blage driske do psevdomembranoznega kolitisa (Abt in sod., 2016). V večini primerov je 
pojav bolezni povezan s predhodno izpostavljenostjo antibiotikom (Kuijper in sod., 2006). 
Za pojav bolezenskih znakov je nujna prisotnost toksina A in/ali toksina B (Leffler in 
Lamont, 2015). Okužbo s C. difficile lahko spremljajo še vročina, bolečine v trebuhu in 
zmanjšana gibljivost črevesja (Kuijper in sod., 2006). Za psevdomembranozni kolitis so 
značilne vnetne lezije in oblikovanje psevdomembran v debelem črevesu. Izvenčrevesne 
okužbe so redke (Rupnik in sod., 2009). Pri dojenčkih je veliko okužb s C. difficile 
asimptomatskih, verjetno zaradi odsotnosti receptorja za vezavo toksina (Leffler in Lamont, 
2015). 
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2.1.3 Diagnostika okužb s C. difficile 
 
Evropsko združenje za klinično mikrobiologijo in infekcijske bolezni je leta 2009 izdalo 
prve smernice za diagnostiko okužb s C. difficile (Crobach in sod., 2016). Priporočeno je, da 
se testira samo bolnike, katerih blato je tekoče oziroma neformirano (tj., da ne zavzema 
oblike posodice). Asimptomatskih bolnikov se ne testira (Carroll in Bartlett, 2011). 
Priporočena je večstopenjska diagnostika iz presejalnega testa z visoko občutljivostjo in 
potrditvenega testa z visoko specifičnostjo (Lübbert in sod., 2014). 
 
Mednarodne smernice za diagnostiko OCD temeljijo na hitrem dokazovanju toksigenih 
sevov C. difficile v vzorcih blata (Lübbert in sod., 2014). Uporablja več testov, in sicer test 
citotoksičnosti na celičnih kulturah, izolacija povzročitelja in dokaz produkcije toksinov ali 
prisotnosti toksinskih genov, encimskoimunski test, s katerim zaznavamo bodisi encim 
glutamat dehidrogenazo in/ali toksine, in molekularni testi (Carroll, 2011). Molekularni testi 
za zaznavo pomnoževanja nukleinskih kislin (NAAT) zaznavajo prisotnost genov tcdA in 
tcdB, ki kodirata toksina A in B (Taylor in sod., 2016). Skupaj s hitrimi antigenskimi testi 
so pomembi za rutinsko diagnostiko, saj hitro dajo rezultate (v časovnem okviru od 15 minut 
do 3 ur). Možna je tudi makroskopska diagnostika OCD s potrditvijo pseudomembranoznega 
kolitisa z uporobo endoskopije ali kolonoskopije. Za diagnostiko pa se skoraj več ne 
uporabljajo celične kulture, saj rezultate dobimo šele po 72 urah (Lübbert in sod., 2014). 
 
Najnovejša priporočila evropskega združenja za klinično mikrobiologijo in infekcijske 
bolezni za diagnostiko OCD predvidevajo dvostopenjsko testiranje; prvi korak je test z 
veliko občutljivostjo, kot so test pomnoževanja nukleinskih kislin (NAAT) ali encimsko 
imunski testi za dokaz glutamat dehidrogenaze (GDH), ob pozitivnem rezultatu pa sledi 
drugi korak – test z veliko specifičnostjo, encimsko imunski test za dokaz toksina A in/ali 
B. Alternativni postopek diagnostike za prvi korak predvideva kombinacijo encimsko 
imunskega testa za dokaz glutamat dehidrogenaze in encimsko imunskega testa za dokaz 
toksina A in/ali B, v primeru pozitivnega testa za GDH in odtotnosti toksinov A in B pa je 
drugi korak NAAT ali dokaz toksigeničnosti na celičnih kulturah (Crobach in sod., 2016). 
 
 
2.1.4 Zdravljenje 
 
Zdravljenje je odvisno od resnosti bolezni. Kot prvo se, če je le mogoče, prekinejo vse 
terapije z antibiotiki, ki jih prejema bolnik in niso namenjene zdravljenju okužb s C. difficile, 
da se čim prej spet vzpostavi normalna črevesna mikrobiota (Gerding in sod., 2008). Če ta 
način zdravljenja ni uspešen, se bolnika zdravi z antibiotikoma vankomicin in metronidazol 
(Leffler in Lamont, 2009). Pomemben je tudi fidaksomicin, antibiotik ozkega spektra, ki 
zniža stopnjo ponovitev bolezni. S strani FDA (ang. Food and Drug Administration) je bil 
maja 2011 odobren za zdravljenje OCD pri odraslih (Kociolek in Gerding, 2016). 
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Kljub temu, da sta metronidazol in oralni vankomicin nosilca zdravljenja akutne okužbe vse 
od leta 1970, o odpornosti bakterije za katerega izmed njiju ne poročajo (Leffler in Lamont, 
2015). 
 
Pri 20 %–30 % bolnikov se bolezen kljub ustrezni terapiji z antibiotiki ob prvi okužbi ponovi 
(Di Bella in sod., 2015), prva in naslednje ponovitve pa so zahtevne z vidika antibiotične 
terapije. Transplantacija črevesne mikrobiote se je izkazala za učinkovit in varen način 
zdravljenja ponavljajočih se okužb s C. difficile, saj omogoča obnovo normalne črevesne 
mikrobiote in učinkovito preprečuje oziroma zmanjšuje verjetnost ponovitve (Di Bella in 
sod., 2015). Gre za oralno ali rektalno transplantacijo homogenizirane suspenzije 
črevesne/fekalne mikrobiote zdravega darovalca (Leffler in Lamont, 2015; Di Bella in sod., 
2015). 
 
 
2.2 KARAKTERIZACIJA IZOLATOV 
 
Ker je C. difficile še vedno eden od glavnih povzročiteljev drisk pri hospitaliziranih in drugih 
bolnikih po svetu, se za spremljanje in nadzorovanje okužb uporabljajo različne tipizacijske 
metode. Tipizacijske metode omogočajo razlikovanje med posameznimi sevi C. difficile. V 
preteklosti so temeljile predvsem na fenotipskih značilnostih, danes temeljijo na genotipskih 
značilnostih. Med fenotipske metode prištevamo npr. serotipizacijo, imunotipizacijo, fagno 
tipizacijo in antibiograme. Genotipske metode temeljijo na analizi bakterijskega genoma. Te 
metode so pulzna gelska elektroforeza (PFGE), analiza polimorfizmov dolžin restrikcijskih 
fragmentov celotne DNA (REA), hkratna analiza večjega števila lokusov z variabilnim 
številom tandemskih ponovitev (MLVA), toksinotipizacija, PCR-ribotipizacija in tipizacija 
na osnovi nukleotidnega zaporedja več lokusov (MLST) (Collins in sod., 2015; Manzo in 
sod., 2014). Danes pa se s čedalje večjo dostopnostjo določanja genomskih zaporedij z 
naslednjimi generacijami sekvenciranja, za določanje sorodnosti med različnimi izolati vse 
pogosteje uporablja tudi primerjava celotnih genomskih zaporedij (Maiden in sod., 2013). 
 
PCR-ribotipizacija je danes prednostna tipizacijska metoda (Huber in sod., 2013). Temelji 
na razlikah v številu variacij medgenskih distančnih regij 16S-23S rDNA (Rodriguez in sod., 
2016a). Vse bolj se uporablja tudi sekvenciranje celotnega genoma. Če je potrebna nadaljnja 
raziskava sevov, se uporabljata toksinotipizacija in MLVA (Huber in sod., 2013). 
 
 
2.2.1 Toksinotipizacija 
 
Toksinotipizacija je bila prvič opisana leta 1998 in omogoča razlikovanje med posameznimi 
sevi C. difficile glede na razlike v toksinskem lokusu (PaLoc) (Rupnik in sod. 1998). 
Toksinotipi so heterogene skupine sevov, ki so pomembne pri razvoju molekularnih 
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diagnostičnih testov in cepiv ter služijo kot dobra osnova filogenetskim študijam C. difficile 
(Rupnik in Janezic, 2016). Metoda temelji na restrikcijskih polimorfizmih pomnoženih 
fragmentov (RFLP-PCR). S PCR pomnožimo vezavno domeno toksina A (A3) in katalitično 
domeno toksina B (B1), najbolj variabilna dela regije PaLoc. Dobljene fragmente 
vizualiziramo v 1 % agaroznem gelu in preverimo velikost še nerezanih fragmentov. Nato 
fragmente režemo z restrikcijskimi encimi; fragment A3 režemo z encimom EcoRI, fragment 
B1 režemo z HincII in AccI. Fragmente razrezane z restrikcijskimi  encimi ločimo z gelsko 
elektroforezo. Glede na dobljene vzorce razdelimo seve v različne toksinotipe, ki jih 
označujemo z rimskimi številkami (Rupnik in sod., 1998, 2001). Dobljene vzorce 
primerjamo z vzorcem referenčnega seva  VPI 10463. Tistim sevom, ki imajo vzorec 
identičen referenčnemu sevu VPI pripišemo toksinotip 0 (Rupnik, 2008), seve, ki imajo v 
genu tcdA in tcdB spremembe pa razporedimo med ostalih 34 toksinotipov (I do XXXIV). 
 
Če dobljeni restrikcijski vzorci ne ustrezajo nobenemu znanemu B1 in/ali A3 vzorcu, to 
pomeni, da imamo nov toksinotip. V tem primeru analiziramo vseh 10 fragmentov v regiji 
PaLoc (Rupnik, 2008), da opišemo nov toksinotip. 
 
Sevi znotraj istega PCR-ribotipa večinoma pripadajo istemu toksinotipu (Rupnik in sod., 
2001). Toksinotipizacija se dobro ujema tudi z metodo REA, s serologijo je ujemanje slabše 
(Rupnik, 2008). 
 
 
2.2.2 PCR-ribotipizacija 
 
PCR-ribotipizacija je trenutno najbolj pogosto uporabljena molekularna metoda za tipizacijo 
C. difficile. Genom bakterije C. difficile vsebuje več kopij operona rRNA, ki se razlikujejo 
v velikosti medgenske regije (ISR; ang. Intergenic spacer region) med genoma za 16S in 23S 
rRNA in prav te razlike zaznava opisana metoda. PCR-ribotipizacija je zasnovana tako, da 
najprej s PCR pomnožimo medgensko regijo z začetnimi oligonukleotidi, ki se prilegajo na 
3' koncu gena za 16S rRNA in na 5' koncu gena za 23S rRNA, pomnožimo vse možne 
različice operona rRNA in pomnožene fragmente ločimo z gelsko elektorforezo, ki nam poda 
značilne vzorce, na podlagi katerih potem določimo PCR-ribotipe (Bidet in sod., 1999; 
Collins in sod., 2015). 
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Slika 2: Slika analize pomnoženih fragmentov za PCR-ribotipizacijo. M: standardna DNA lestvica (100-bp 
DNA ladder, New England Biolabs). 1–16: PCR-ribotipi. 
 
 
PCR-ribotip je skupina sevov z enakim vzorcem fragmentov DNA. Že en fragment razlike 
v vzorcu fragmentov pomeni nov PCR-ribotip (Janezic in Rupnik, 2010). Poznamo več kot 
800 PCR-ribotipov, ki jih označujemo z arabskimi številkami (001, 027, 106 …) (Fawley in 
sod., 2015). 
 
 
2.2.3 Pulzna gelska elektroforeza (PFGE) 
 
Pulzna gelska elektroforeza (PFGE) je ena prvih opisanih tipizacijskih metod za C. difficile 
in številne druge bakterije. Gre za ločevanje DNA fragmentov v agaroznem gelu po 
restrikciji celotne genomske DNK z encimi, ki režejo na redkih mestih, da dobimo večje 
fragmente. V primeru C. difficile se uporabljata restrikcijski encim SmaI, ki da 7–15 
restrikcijskih fragmentov, velikih 10–1100 kbp, in restrikcijski encim SacII, ki da 10–20 
restrikcijskih fragmentov istega velikostnega razreda. Vzorce fragmentov se lahko 
vizualizira ali analizira z ustreznimi programi (Janezic in Rupnik, 2010). 
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2.2.4 Ostale metode 
 
Za tipizacijo C. difficile se uporabljajo še tipizacija na osnovi nukleotidnega zaporedja več 
lokusov (MLST), analiza večjega števila lokusov z variabilnim številom zaporednih 
ponovitev (MLVA) in polimorfizem restrikcijskih fragmentov genomske DNA (REA) 
(Martin in sod., 2016). 
 
MLST temelji na primerjavi tako imenovanih hišnih genov (angl. housekeeping genes) in 
uporabi spletno dostopnih podatkovnih baz za interpretacijo rezultatov. Opisali so ga 
Griffiths in sod. (2010) ter Lemee in sod. (2004). 
 
MLVA je koristna genotipizacijska metoda, pomembna v epidemioloških študijah ter pri 
odkrivanju izbruhov (Marsh in sod., 2006). Temelji na pomnoževanju kratkih tandemskih 
ponovitev, ki se razlikujejo po velikosti in so razpršene po celotnem genomu (Knetsch in 
sod., 2013). REA je metoda, pri kateri celotno bakterijsko DNA režemo z encimom HindIII 
in dobljene fragmente vizualiziramo na agaroznem gelu (Marsh in sod., 2006). Zaradi vse 
večje dostopnosti metod naslednje generacije sekvenciranja pa se danes za raziskovanje 
izbruhov in prenosov uporabljajo predvsem metode, ki temeljijo na analizi nukleotidnega 
zaporedja celotnega genoma (tako imenovana wg ali cgMLST, ki je razširjena različica 
MLST, pri kateri namesto 7 genov v primerjavo vključimo več sto ali tisoč genov, in pa 
analiza polimorfizma posameznih nukleotidov (SNP-analiza)) (Maiden in sod., 2013). 
 
 
2.3 EPIDEMIOLOGIJA BAKTERIJE Clostridium difficile 
  
2.3.1 C. difficile pri ljudeh 
 
Glavni dejavniki tveganja za okužbo s C. difficile so starost nad 65 let, uporaba antibiotikov, 
in pridružene osnovne bolezni (Evans in sod., 2015). Število koloniziranih zdravih oseb je 
večje kot število simptomatičnih okužb. Zdrave osebe z asimptomatsko kolonizacijo 
C. difficile so naravni rezervoar okužbe in predstavljajo nevarnost za njeno širjenje (Furuya 
in sod., 2015). Dojenčki do prvega leta starosti so zelo pogosto (do okrog 70 %) kolonizirani 
s toksigenimi in netoksigenimi sevi C. difficile. Odstotek kolonizacije s starostjo otroka hitro 
pada in pri starosti treh let doseže 3 %, kar predstavlja ocenjen odstotek asimptomatske 
kolonizacije s C. difficile tudi pri zdravih odraslih (Gerding in Lessa, 2015). Odstotek 
koloniziranih oseb s C. difficile je večji tudi med hospitaliziranimi bolniki (16–35 %) in je 
sorazmeren s trajanjem hospitalizacije in izpostavljenostjo antibiotikom (Kuijper in sod., 
2006). 
 
Za zmanjševanje prenosa okužbe je bistvenega pomena dobra higiena rok, predvsem 
umivanje rok z milom in vodo, s čimer s površine rok odstranimo tako vegetativne celice 
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kot tudi spore. Alkoholna razkužila delujejo samo na vegetativne celice, ne uničijo pa tudi 
spor (Kuijper in sod., 2006). 
 
Od leta 2000 so izbruhi okužb z visoko stopnjo ponovitev in zapletov ter povečano 
umrljivostjo povezani s tako imenovanim pojavom »hipervirulentnih« sevov C. difficile, ki 
pripadajo PCR-ribotipu 027. Povečana virulenca sevov PCR-ribotipa 027 je verjetno 
posledica več faktorjev, med katerimi so najpogosteje omenjene mutacije v genu tcdC, ki je 
negativni regulator izražanja toksina A in B. Poleg povečanega izražanja toksina A in B sevi 
proizvajajo še binarni toksin, so odporni proti fluorokinolonom ter imajo povečano 
sposobnost tvorbe spor. Kombinacija vsega tega, skupaj z različno dovzetnostjo gostitelja, 
vodi do hujših simptomov ob okužbi (Aptekorz in sod., 2017). V letih 2012 in 2013 so 
Davies in sod. v Evropi izvedli študijo, ki je zajemala 482 bolnišnic v 19 evropskih državah, 
in ugotovili, da med dobljenimi PCR-ribotipi prevladujejo 027 (19 %), 001/072 (11 %) in 
014/020 (10 %) (Slika 3) (Davies in sod., 2016). 
 
 
 
Slika 3: Geografska porazdelitev PCR-ribotipov Clostridium difficile v študiji 19 sodelujočih evropskih držav 
(Davies in sod., 2016) 
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2.3.2 Okužbe s C. difficile v Sloveniji 
 
Leta 1992 so Lejko – Zupanc in sod. objavili prvo študijo o bakteriji C. difficile v Sloveniji. 
Kasneje je bilo opravljenih še več raziskav. Laboratorij Oddelka za mikrobiološke raziskave 
Nacionalnega laboratorija za zdravje, okolje in hrano je referenčni laboratorij za metodo 
toksinotipizacije bakterije C. difficile v svetovnem merilu. Poleg tega tudi raziskuje bakterijo 
C. difficile v Sloveniji in v okviru mednarodnih projektov (Rupnik in Kotnik Kevorkijan, 
2009). 
 
V Sloveniji prevladujeta dva PCR-ribotipa, 014/020 in 027. Pojavljajo se tudi ribotipi 150, 
023 in drugi. Ribotip 027 do leta 2010 v Sloveniji sploh ni bil zaznan. Ribotip 014/020 je 
najpogostejši tudi v ostalih državah Evrope in v ZDA. Najdemo pa ga tudi v okolju (reke) in 
pri živalih (Rupnik in sod., 2013). 
V Sloveniji je C. difficile obvezno prijavljiva nalezljiva bolezen v okviru drisk po 
povzročitelju (Rupnik in sod., 2013). Tako lahko Nacionalni inštitut za javno zdravje (NIJZ) 
spremlja epidemiološko pojavljanje nalezljivih bolezni v Sloveniji in iz teh podatkov lahko 
vidimo, da število prijavljenih okužb s C. difficile v Sloveniji narašča ter da je večina 
okuženih oseb starejših od 65 let. Tako je bilo leta 2008 prijavljenih 39 primerov okužb s C. 
difficile, leta 2015 pa že 596 primerov (Preglednica 1). 
 
Preglednica 1: Število prijavljenih primerov med letoma 2008 in 2015 v Sloveniji (NIJZ, 2017) 
 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 
Enterokolitis 
(C. difficile) 
39 44 73 135 266 316 377 596 
 
 
2.3.3 C. difficile pri živalih 
 
Leta 1960 je McBee prvič poročal o bakteriji C. difficile, najdeni pri živali. Bakterija je bila 
najdena v črevesju vedelovega tjulna (Leptonychotes weddellii) med kratko biološko 
raziskavo na področju morja Ross ob Antarktiki. Leta 1980 so C. difficile prvič potrdili pri 
prašičih, kasneje še pri kozah. Leta 1983 je bila C. difficile prvič dokazana pri hišnih živalih 
ter v njihovem okolju – pri psih, mačkah, racah, zajcih, morskih prašičkih. Večinoma so bili 
to netoksigeni sevi C. difficile. Bakterijo C. difficile so našli tudi pri konjih ter pri perutnini, 
govedu in drugih farmskih živalih, namenjenim prehrani človeka (Preglednica 2) (Rodriguez 
in sod., 2016b). 
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Preglednica 2: Najpogostejši PCR-ribotipi pri živalih 
Žival PCR-ribotipi Literatura 
Perutnina 014/020, 010, 012, 045, 001, 005, 103, 029 
Janezic in sod., 2014; Zidaric in sod., 
2008 
Zajci  014/020, 205, 002, 012, 078 
Janezic in sod., 2014; Drigo in sod., 
2015 
Mačke in 
psi 
SLO 066, 045, 014/020, 010, 001, 002, 012, 001, 
056, SLO 024, 009, 020, 077 
Schneeberg in sod., 2012; Janezic in 
sod., 2014; Keel in sod., 2007 
Govedo 002, 0/077, 033, 078, 014/020, 012, 126 
Avbersek in sod., 2009; Janezic in sod., 
2014 
Prašiči 
066, SLO 011, 029, 078, 150, 014/020, 045, 002, 
081, 126 
Avbersek in sod., 2009; Janezic in sod., 
2014; Keel in sod., 2007 
Konji 033, 002, 009, 015, 014/020, 078, 126 
Avbersek in sod., 2009; Keel in sod., 
2007; Janezic in sod., 2014 
Koze in 
ovce 
045, SLO 151, 010, 014/020, 056, SLO 061 
Avbersek in sod., 2014; Janezic in sod., 
2014 
 
 
Najbolj razširjen ribotip pri živalih je ribotip 078, vendar ga najdemo le pri nekaterih 
gostiteljih in v nekaterih državah (Preglednica 2). Drug najpogostejši ribotip je 014/020 in 
ima širši spekter živalskih gostiteljev ter je prisoten v številnih državah. Ribotipi, najdeni pri 
živalih, se velikokrat prekrivajo z ribotipi, najdenimi pri ljudeh, kar nakazuje na možnost 
prenosa bakterije med človekom in živalmi (Slika 4) (Janezic in sod., 2014). 
 
 
Slika 4: Geografska porazdelitev PRC-ribotipov Clostridium difficile, najdenih pri živalih                              
(Janezic in sod., 2014) 
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V Sloveniji najdemo C. difficile pri mladih prašičih, kozah in ovcah, teletih, konjih, psih, 
mačkah, perutnini ter pticah (Janezic in sod., 2012; Avbersek in sod., 2014). Podobno kot 
velja za ljudi, je tudi pri živalih C. difficile pogosteje prisotna pri mladih kot pri odraslih 
(Avbersek in sod., 2009). Pri živalih se v Sloveniji najpogosteje pojavlja prav ribotip 
014/020, ki je najpogosteje najden tudi pri ljudeh (Zidarič in sod., 2010). 
 
 
2.3.4 C. difficile v okolju 
 
Hafiz je leta 1972 prvič izoliral C. difficile iz okolja, natančneje iz vzorcev obdelovalne 
zemlje, peska in blata z obrežja reke v Pakistanu (Hafiz, 1974). Al Saif in Brazier sta leta 
1996 dokazala prisotnost spor bakterije C. difficile v rekah (81,2 %), v jezerih (40 %) in v 
prsti (21 %). Da bakterijo pogosto najdemo v rekah (68 %), so pokazali tudi Zidarič in sod. 
leta 2010. Båverud in sod. (2003) so ugotovili, da je veliko večji odstotek pozitivnih vzorcev 
med tistimi, ki so odvzeti iz ograd in pašnikov kobilarn (11 %), medtem ko je pozitiven le 1 
% vzorcev tal iz hlevov z odraslimi konji. Ugotovili so tudi, da je odstotek pozitivnih vzorcev 
večji, če so vzorci povezani z vodo (Båverud in sod., 2003). Moono in sod. (2017) so preučili 
javne travnate površine (311 vzorcev) mesta Perth v Avstraliji in ugotovili, da je prevalenca 
C. difficile velika, in sicer 59 %. Dobljene izolate so uvrstili v 35 različnih PCR-ribotipov, 
med katerimi prevladujeta toksigni PCR-ribotip 014/020 (39 %) in netoksigeni PCR-ribotip 
010 (20,3 %).  
 
Ker je vodno okolje lahko potencialni vir okužbe s C. difficile, so raziskali čistilne naprave. 
V njihovi študiji je bilo na C. diffciile pozitivnih 13,6 % (3 od 22) vzorcev odpadnega blata 
iz čistilne naprave in 5 % (2 od 40) vzorcev iz sistema lagun (Nikaeen in sod., 2015). Pred 
tem so Romano in sod. v študiji, ki je zajemala vzorce dovodne (zmešane gospodinjske in 
industrijske odpadne) vode in izhodne tekočine devetih čistilnih naprav kantona Ticino v 
južni Švici, dokazali C. difficile v vseh testiranih vzorcih. Osamili so 55 izolatov, ki so jih 
uvrstili v 13 različnih ribotipov – 078, 010, 014, 009, 015, 039, 052, 053, 066, 070, 101, 106 
in 117 (Romano in sod., 2012). V Sloveniji so Steyer in sod. (2015) raziskali prisotnost 
C. difficile v iztoku iz čistilne naprave Domžale – Kamnik z mesečnim vzorčenjem od 
januarja do decembra 2012 (12 vzorcev). C. difficile so dokazali v vseh 12 vzorcih. Izolirali 
so 121 sevov, ki so jih uvrstili v 32 različnih PCR-ribotipov, med katerimi so prevladovali 
ribotipi 014/020, 010 in 046. Od tega je bilo 37,2 % sevov netoksigenih in le pri 3,3 % sevih 
so dokazali binarni toksin. 
 
Ker so spore C. difficile odporne na mnoga gospodinjska čistilna sredstva, obstaja tudi 
možnost kontaminacije v gospodinjstvih (Alam in sod., 2014), zato so Alam in sodelavci 
izvedli študijo o razširjenosti toksigenih sevov v urbanem okolju. V 30 gospodinjstvih v 
mestu Houston v Združenih državah Amerike so testirali 127 vzorcev – podplatov čevljev, 
tal v hiši, kopalniških in ostalih površin v gospodinjstvu. Dobili so 32,3 % pozitivnih vzorcev 
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(41 od 127 vzorcev) in v vseh so bili prisotni geni za toksina A in B, noben sev pa genov za 
binarni toksin. Izolate so razdelili v 25 različnih ribotipov, med katerimi je bil najpogostejši 
ribotip 001 (Alam in sod., 2014). Prav tako so leta 2009 v Ontariu v Kanadi izvedli študijo, 
ki je zajemala domače živali (pse in mačke) in gospodinjstva. Vzorčili so 9 lokacij v vsakem 
gospodinjstvu – sanitarije, pasja posoda za hrano, police v hladilniku, pomivalno korito in 
armatura v kuhinji, območje hranjenja psa, vhod in tla v gospodinjstvu ter živali. C. difficile 
so izolirali iz 44 od 836 (5,3 %) vzorcev v 26 od 84 (31 %) gospodinjstev in iz 10 % psov 
ter 21 % mačk. Največkrat pozitivne so bile sanitarije (11 %), najmanjkrat pozitivne pa 
police hladilnika (1,2 %). Iz rezultatov so ugotovili, da ni povezave med s C. difficile 
kolonizirano živaljo v gospodinjstvu in prisotnostjo C. difficile v gospodinjstvu (Weese in 
sod., 2010). 
 
Čeprav obstaja malo študij o C. difficile v urbanem okolju in bi bilo obstoječe potrebno 
izvesti na več različnih geografskih območjih in velikem številu gospodinjstev, dosedanje 
študije kažejo na visoko stopnjo kontaminacije domačega okolja s C. difficle in posledično 
visoko tveganje za okužbe oseb z oslabljenim imunskim sistemom (Alam in sod., 2014). 
 
V Sloveniji se v vzorcih iz ljudi, živali, prsti in vode iz rek najpogosteje pojavljata ribotipa 
014/020 (19,8 %) in 010/netoksigeni (11,1 %). Pojavljajo se še ribotipi 002 (6,5 %), SLO 
057/ netoskigeni (4,9 %) in SLO 064/netoksigeni (4,9 %). Veliko (30,8 %) okoljskih izolatov 
C. difficile je netoksigenih, medtem ko je odstotek netokisgenih izolatov pri živalih in ljudeh 
nižji – 7,7 % in 6,5 % (Janezic in sod., 2012). 
 
Vir C. difficile v vodi in v tleh so lahko fekalne odplake ljudi in živali, gnojenje in zalivanje 
s kontaminirano vodo (Simango, 2006). 
 
 
2.3.5 C. difficile v hrani 
 
Toksigeni sevi C. difficile pogosto kolonizirajo domače živali brez znakov okužbe, kar kaže, 
da so živali pomemben člen pri prenosu bakterije. Prav tako so lahko spore prisotne v ribah, 
sadju in zelenjavi. Študije opisujejo prisotnost spor C. difficile v različnih živilih tako 
živalskega kot rastlinskega izvora (Rodriguez in sod., 2016b). Do sedaj so C. difficile 
izolirali iz mesa, zelenjave ter školjk in rakov (Lund in Peck, 2015). Ta ugotovitev dopušča 
možnost okužbe z bakterijo ob zaužitju hrane, še posebej, če je surova (Rupnik, 2007). 
 
Al Salf in Brazier sta C. difficile izolirala iz krompirja, čebule, gob, korenja, redkev in kumar, 
natančneje iz 2,3 % zelenjave, zajete v raziskavo (Al Saif in Brazier, 1996). Metcalf in sod. 
(2010) so testirali zelenjavo (ingver, korenje) v Kanadi in pri 4,5 % dokazali prisotnost 
C. difficile. Vsi izolati so bili toksigeni in so pripadali ribotipu 078. Eckert in sod. so v 
Franciji odkrili C. difficle pri 2,9 % v naprej pripravljenih solatah, izolati pa so pripadali 
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ribotipom 001 (CRU24), 014/020/077 (CRU38) in 015 (Eckert in sod., 2013). Vir 
onesnaženja sadja in zelenjave bi lahko bila organska gnojila, ki lahko vsebujejo spore 
C. difficile, ali namakanje oziroma umivanje pridelkov s kontaminirano vodo (Rodriguez in 
sod., 2016b). 
 
C. difficile so našli tudi pri svežih, zamrznjenih in kuhanih ribah ter morskih sadežih 
(zamrznjene pokrovače, zamrznjene in kuhane kozice, sveži smuč in sveži losos) (Metcalf 
in sod., 2011). Prav tako C. difficile pogosto najdemo tudi v surovem mesu in mesnih 
izdelkih (Deng in sod., 2017). De Boer in sod. so leta 2010 na Nizozemskem dokazali 
prisotnost C. difficile pri 1,6 % testiranega mesa (8 od 500 vzorcev), od tega je bilo 6,3 % 
jagnjetine in 2,7 % perutnine, niso pa zaznali C. difficile v govedini, svinjini in teletini. 
 
Ker je C. difficile črevesna bakterija, je kontaminacija mesa mogoča med zakolom živali. Pri 
prašičih se na tak način kontaminira 15 % mesa (Hawken in sod., 2013). Tako so Wu in sod. 
(2017) na Tajvanu izolirali C. difficile iz 23 % trupel prašičev v klavnici. Iz surove in za 
uživanje pripravljene svinjine je bila bakterija C. difficile izolirana iz 20 % in 29 % vzorcev. 
Izolati so pripadali ribotipom 126, 127 in 014.  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Gojišča 
 
Za osamitev bakterije C. difficile smo uporabili komercialno kromogeno gojišče ChromID, 
ki je selektivno in diferencialno za C. difficile (bioMérieux, Francija), ter komercialno 
gojišče COH s 5 % konjsko krvjo (gojišče Columbia agar, bioMérieux, Francija). 
 
 
3.1.2 Pufri 
 
Raztopine smo pripravili po protokolu – najprej smo v čašo zatehtali suhe sestavine in jim 
dodali destilirano vodo do polovice končnega volumna. Snovi v destilirani vodi smo raztopili 
in po potrebi pomerili še pH, prelili v merilni valj in dopolnili do končnega volumna. 
 
Pufer TBE (5 x) 
Baza Tris (Roth) 54 g 
Borova kislina (Sigma)  27,5 g 
0,5 M EDTA (pH 8,0) 20 ml 
Do 1000 ml dopolnimo z dH2O  
 
Pufer v založnih koncentracijah smo do uporabe hranili v hladilniku pri temperaturi 4 °C in 
ga pred uporabo 10-krat redčili z destilirano vodo, da smo dobili delovne koncentracije (0,5 
x TBE). 
 
Pufer TAE (50 x) 
Baza Tris (Roth) 121,0 g 
Ocetna kislina 51,1 ml 
0,5 M EDTA (pH 8,0) 50 ml 
Do 500 ml dopolnimo z dH2O 
pH pufra mora biti med 7,5 in 8,0. 
 
 
Do uporabe smo pufer v založni koncentraciji hranili v hladilniku pri temperaturi 4 °C in ga 
pred uporabo 50-krat redčili z destilirani vodo do delovne koncentracije (1 x TAE). 
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Delovna raztopina standardnega označevalca velikosti DNA 
60 µl ddH2O 
30 µl nanašalnega pufra 
10 µl založne raztopine označevalca (New England Biolabs); 2-Log DNA Ladder (1,0‒10,0 
kp) (koncentracija založne raztopine 1 mg/ml) ali 100 bp DNA Ladder (koncentracija 
založne razotopine 500 μg/ml) 
 
Nanašalno barvilo 
25 µl bromfenol modro 
4,0 g saharoza 
10,0 ml ddH2O 
 
 
3.2 METODE  
 
3.2.1 Vzorčenje 
 
Vzorčili smo v času od aprila do septembra 2016. Prst smo vzorčili na površini, 2–3 cm 
globoko. Približno 200 g prsti smo z rokavicami in s sterilno plastično žličko dali v sterilne 
vrečke, jih zaprli ter jih do obdelave hranili v hladilniku pri temperaturi 4 °C. Na enak način 
smo vzorčili tudi pesek iz peskovnikov. 
 
Skupno smo v parkih, peskovnikih, na njivah in vrtovih nabrali 30 vzorcev. GPS koordinate 
odvzemnih mest so navedene v prilogi A. 
 
 
3.2.2 Izolacija bakterije C. difficile iz prsti 
 
Postopek izolacije, identifikacije in karakterizacije bakterije C. difficile je prikazan na Sliki 
5.  
Vseh trideset vzorcev prsti in peska je bilo obdelanih po dveh metodah: metoda direktne 
obdelave in metoda, ki je vključevala sonikacijo. Namen uporabe sonikacije je bil, da se 
sprosti čim več spor z delcev prsti in peska. Predpostavljali smo, da se bo na ta način povečal 
odstotek na C. difficile pozitivnih vzorcev. 
 
V sterilne vrečke (Golias) smo zatehtali 50 g vzorca prsti in aseptično dolili 200 ml sterilne 
dH2O ter vrečko tesno zaprli. Vsebino vrečke smo dobro pregnetli, počakali, da so se večji 
delci posedli, ter 50 ml vzorca odpipetirali v sterilno centrifugirko. Preostanek vzorca smo 
sonicirali (30 s stresalnik (BactoSonic, Bandelin), 60 s ultrazvok (IKA, Yellowline), 30 s 
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stresalnik), počakali, da se večji delci posedejo, in spet odpipetirali 50 ml vzorca v svežo 
sterilno centrifugirko. 
 
Nadaljnja obdelava vzorcev je potekala po enakem postopku. Vzorce smo najprej 2 minuti 
centrifugirali pri 700 rpm (centrifuga Allegra 25R, Beckman Coulter), da smo odstranili 
večino delcev iz prsti, bakterije pa so ostale v supernatantu. Po centrifugiranju smo 40 ml 
supernatanta odpipetirali v drugo sterilno centrifugirko ter spet 2 minuti centrifugirali pri 
700 rpm. Odpipetirali smo 30 ml supernatanta v novo sterilno centrifugirko. Nato smo 
izvedli toplotni šok, in sicer smo centrifugirke s 30 ml vzorca za 20 min dali v vodno kopel 
s temperaturo 70 °C. Nato smo vzorce filtrirali skozi filtre s premerom por 0,2 µm 
(Whatman) in jih položili na selektivno diferencialno gojišče ChromID C. difficile. 
 
Po 3–5 dneh inkubacije v anaerobnih pogojih pri 37 °C (anaerobna komora, Don Whitley 
Scientific) smo do 20 kolonij, ki so morfološko spominjale na C. difficile, precepili na 
gojišče COH. Preostanek filtra smo pobrisali s sterilno palčko (suhi bris) in odvzeti material 
resuspendirali v mikrocentrifugirki s 700 µl absolutnega etanola ter inkubirali 30 minut pri 
sobni temperaturi. Po inkubaciji smo suspenzijo centrifugirali 10 minut pri 10000 rpm (Mini 
spin plus centrifuga Eppendorf in rotor F-45-12-11), odstranili večino supernatanta in pelet 
resuspendirali v majhni količini etanola ter ga nacepili na gojišče ChromID. 
 
Po 3–5-dnevni inkubaciji pri 37 °C v anaerobnih pogojih smo 10 kolonij, ki so morfološko 
ustrezale C. difficile, precepili na gojišče COH in ponovno inkubirali 3–5 dni pri 37 °C v 
anaerobnih pogojih. 
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Slika 5: Shema izolacije, identifikacije in karakterizacije C. difficile iz vzorcev prsti in peska v različnih 
okoljih 
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3.2.3 Identifikacija bakterije C. difficile  
 
Kolonije, ki so morfološko spominjale na C. difficile (sivkaste okrogle kolonije z 
nepravilnim robom, z vonjem po konjskem gnoju), smo potrdili s CD PCR, s katerim 
pomnožujemo del gena cdd3, ki je značilen za C. difficile. 
 
 
3.2.3.1 Izolacija DNA 
 
Iz centrifugirke smo v 1,5 ml mikrocentrifugirke odpipetirali 120 µl 5-odstotne vodne 
raztopine »Chelex-100 Resin« (BIO-RAD), ki smo jo pripravili iz 0,3 g »Chelex-100 Resin« 
in 5 ml PCR vode, raztopino dobro premešali ter s cepilno zanko dodali 1 µl čiste kulture. 
Suspenzijo smo na hitro premešali na mešalu in jo 10 minut inkubirali v vreli vodi. Nato 
smo 10 minut centrifugirali pri 12000 rpm, da so se nečistoče posedle na dno 
mikrocentrifugirke, DNA pa je ostala v supernatantu. Odpipetirali smo 76 µl supernatanta, 
ki smo ga razdelili v dve sveži sterilni mikrocentrifugirki in izolirano DNA do uporabe 
hranili pri -20 °C. 
 
 
3.2.3.2 Multipla verižna reakcija s polimerazo za sočasno potrjevanje identifikacije C. 
difficile in ugotavljanje gena za binarni toksin 
 
Reakcijsko mešanico smo pripravili po spodnjem protokolu (Preglednica 3).  
 
Preglednica 3: Sestava mešanice za CD/BTb PCR 
 CD1/BTb PCR 
25 µl (za eno reakcijsko mešanico) 
H2O 19,0 µl 
10 x pufer PCR2 (Roche) 2,5 µl 
MgCl2 (25 mM) 1,0 µl 
dNTP-ji (20 mM mešanica) 0,5 µl 
Mešanica začetnih oligonukleotidov3 (10 pmol/µM) 0,25 µl 
DNA polimeraza (Roche) (5U/µl) 0,0625 µl 
DNA 2,0 µl 
 1 Del gena cdd3, ki je značilen za C. difficile. 
2 Sestava 10x pufra PCR: 10 mM Tris-HCl (pH 8,8), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2. 
3 Raztopina začetnih oligonukleotidov Tim6, Struppi6, cdtBpos, cdtBrev, 10 µl vsakega začetnega 
oligonukleotida s koncentracijo (100 pmol/ul) zmešamo s 60 µl ddH2O. 
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V 1,5 ml mikrocentrifugirko smo odpipetirali ddH2O, pufer PCR, MgCl2, dNTP, mešanico 
začetnih oligonukleotidov (Preglednica 4) in nato pripravljeno reakcijsko mešanico 
premešali, dodali še DNA polimerazo in premešali. Po 23 µl mešanice smo odpipetirali v 
200 µl mikrocentrifugirke in dodali 2 µl DNA. PCR je potekal pri pogojih, navedenih v 
preglednici 5, v termostatu T3000 (Biometra). 
 
Preglednica 4: Nukleotidna zaporedja začetnih oligonukleotidov za multiplo PCR 
PCR 
produkt 
Program 
PCR 
Oznaka 
ZO 
Nukleotidno zaporedje ZO1 Vir 
 
CD2 
 
 
 
52 
Tim 6 5`-TCCAATATAATAAATTAGCATTCCA-3`  
Braun in sod., 
1996 Struppi 6 5`-GGCTATTACACGTAATCCAGATA-3` 
 
BTb 
cdtBpos 5`-CTTAATGCAACTAAATACTAGAG-3`  
Stubbs in sod., 
2000 cdtBrev 5`-AACGGATCTCTTGCTTAGTC-3` 
1 Začetni oligonukleotidi. 
2 Del gena cdd3, ki je značilen za C. difficile. 
 
Preglednica 5: Pogoji pomnoževanja za CD/BTb PCR 
PCR 
program 
Začetna 
denaturacija 
Denaturacija 
Prileganje in 
podaljševanje 
Končno 
podaljševanje 
Število 
ciklov1 
52 93 °C, 3 min 93 °C, 45 s 
52 °C, 1 min 
72 °C, 1 min 20 s 
72 °C, 10 min 30 
1 Posamezni cikel predstavlja denaturacijo, prileganje začetnih oligonukleotidov in podaljševanje. 
 
 
3.2.3.3 Gelska elektroforeza PCR-pomnožkov 
 
Prisotnost PCR-pomnožkov smo dokazovali v 1 % agaroznem gelu. Gel smo pripravili iz 
0,9 g agaroze (Sigma) in 90 ml 0,5 x TBE. Raztopino smo 2 minuti kuhali v mikrovalovki, 
jo ohladili in vlili v elektroforezni nosilec. Namestili smo glavničke in približno 30 minut 
pustili, da se je strdil. Strjen gel smo prenesli v elektroforezno banjico in jo napolnili z 0,5 x 
pufrom TBE. Na parafilmu smo zmešali 5 µl nanašalnega barvila in 10 µl produkta PCR in 
mešanico nanesli v jamice v gelu. V prvo jamico smo nanesli 7 µl delovne raztopine 0,1–10 
kbp (2-Log DNA ladder, New England Biolabs) markerja oziroma označevalca velikosti, v 
naslednje jamice pa naše vzorce. Elektroforeza je tekla 30–45 minut pri 120 V. Po koncu 
elektroforeze smo gel barvali 10 minut v vodni raztopini etidijevega bromida (0,2 µg/ml) in 
ga nato 10 minut razbarvali v destilirani vodi ter ga slikali z dokumentacijskim sistemom 
(Biometra) in sliko shranili v digitalni obliki. 
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3.2.4 Karakterizacija izolatov 
 
Za karakterizacijo izolatov smo uporabili metodi toksinotipizacijo in PCR-ribotipizacijo. 
 
 
3.2.4.1 Toksinotipizacija 
 
Pomnožili smo fragmente A3 in B1 toksinskega lokusa PaLoc. Pomnožene fragmente smo 
rezali z ustreznimi restrikcijskimi encimi in na podlagi restrikcijskih vzorcev določili 
ustrezen toksinotip. 
 
 
3.2.4.1.1 Verižna reakcija s polimerazo 
 
Mešanico za PCR smo pripravili po protokolu, prikazanem v preglednici 6, z uporabljenimi 
začetnimi oligonukleotidi, opisanimi v preglednici 7, in pogoji pomnoževanja, opisanimi v 
preglednici 8. Postopek je opisan v poglavju 3.2.3.2. 
 
Preglednica 6: Sestava reakcijske mešanica za A3 in B1 PCR. 
 A31 
(za eno reakcijsko mešanico) 
B12 
(za eno reakcijsko mešanico) 
H2O 16,0 µl 18,5 µl 
10 x pufer PCR (Roche)3 2,5 µl 2,5 µl 
TMA (10-3 M) 2,5 µl - 
MgCl2 (25 mM) 0,5 µl 0,5 µl 
dNTP (20 mM mešanica) 1,0 µl 1,0 µl 
P1 (10 pmol/µM) 0,25 µl 0,25 µl 
P2 (10 pmol/µM) 0,25 µl 0,25 µl 
Taq DNA-polimeraza (Roche) 
(5U/µl) 
0,0625 µl 0,0625 µl 
DNA 2 µl 2 µl 
1 Del gena tcdA, ki nosi zapis za toksin A. 
2 Del gena tcdB, ki nosi zapis za toksin B. 
3 Sestava 10 x pufra PCR: 10 mM Tris-HCl (pH 8,8), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2. 
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Preglednica 7: Uporabljeni začetni oligonukleotidi 
PCR 
produkt 
PCR 
program 
Oznaka 
ZO1 
Nukleotidno zaporedje ZO Vir 
 
A32 
 
2step47 
A4N 
A3C 
5´-TTATCAAACATATATTTTAGCCATATATC-3` 
5´-TATTGATAGCACCTGATTTATATACAAG-3´  
Rupnik in 
sod., 1997 
 
B13 
 
2step57 
B1C 
B2N 
5´-AGAAAATTTTATGAGTTTAGTTAATAGAAA-
3´ 
5´-CAGATAATGTAGGAAGTAAGTCTATAG-3´ 
Rupnik in 
sod., 1997 
1 Začetni oligonukleotidi. 
2 Del gena tcdA, ki nosi zapis za toksin A. 
3 Del gen tcdB, ki nosi zapis za toksin B. 
 
 
Preglednica 8: Pogoji pomnoževanja s PCR pri toksinotipizaciji 
PCR 
program 
Začetna 
denaturacija 
Denaturacija 
Prileganje in 
podaljševanje 
Končno 
podaljševanje 
Število 
ciklov1 
2step57 93 °C, 3 min 93 °C, 4s 47 °C, 8 min 47 °C, 10 min 30 
2step47 93 °C, 3 min 93 °C, 4s 57 °C, 8 min 57 °C, 10 min 35 
1 Cikel predstavljajo denaturacija, prileganje in podaljševanje. 
 
 
Z gelsko elektroforezo smo nato dokazali prisotnost pomnožkov PCR (postopek je opisan v 
poglavju 3.2.3.3). Pomnožke smo v nadaljevanju rezali z ustreznimi restrikcijskimi encimi. 
 
 
3.2.4.1.2 Restrikcija PCR-pomnožkov 
 
Pomnožene fragmente A3 in B1 smo rezali z ustreznimi restrikcijskimi encimi. V 1,5 ml 
mikrocentrifugirki smo po protokolu (Preglednica 9) pripravili restrikcijsko mešanico, jo 
premešali in odpipetirali v nove 1,5 ml mikrocentrifugirke v ustreznih količinah (7 µl 
mešanice pri A3 in 5 µl mešanice pri B1). Restrikcijski mešanici smo dodali ustrezne 
količine pomnožka PCR in mešanico inkubirali 24 ur pri 37 °C. 
 
Preglednica 9: Sestava restrikcijskih mešanic za PCR pomnožke 
 Restrikcija A3 
(1 reakcija) 
Restrikcija B1 
(1 reakcija) 
encim  EcoRI HincII AccI 
dd H2O 3 µl 5,5 µl 5,5 µl 
pufer1 2 µl 1,5 µl 1,5 µl 
BSA - 0,15 µl - 
restrikcijski encim 0,2 µl 0,15 µl 0,15 µl 
produkt PCR 15 µl 7 µl 7 µl 
1 10xEcoRI Reaction Buffer (New England Biolabs) za restrikcije EcoRI 
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Fragmente, rezane z restrikcijskimi encimi, smo dokazali z gelsko elektroforezo. Postopek 
je opisan v poglavju 3.2.3.3. Vzorce, ki smo jih dobili, smo primerjali z že znanimi vzorci 
toksinotipov ter tako določili toksinotip. 
 
 
3.2.4.1.3 Netoksigeni sevi 
 
V vzorcih, kjer nismo dobili produkta pri pomnoževanju odsekov A1 in B3, smo pomnožili 
115  bp dolg odsek, ki je zamenjal PaLoc pri netoksigenih sevih, da potrdimo odsotnost 
lokusa PaLoc. Reakcijsko mešanico smo pripravili po protokolu (Preglednica 10). Uporabili 
smo začetne oligonukleotide, opisane v preglednici 11. Pogoji pomnoževanja so bili enaki 
kot pri CD/BTb PCR in so opisani v preglednici 5. 
 
Preglednica 10: Sestava reakcijske mešanice za Lok1/Lok3 PCR 
 Lok1/Lok3 
(za eno reakcijsko mešanico) 
H2O 18,5 µl 
10 x pufer PCR (Roche)1 2,5 µl 
MgCl2 (25 mM) 1,0 µl 
dNTP (20 mM mešanica) 0,5 µl 
P1 Lok32 (10 pmol/µM) 0,25 µl 
P2 Lok12 (10 pmol/µM) 0,25 µl 
Taq DNA-polimeraza (Roche) (5U/µl) 0,0625 µl 
DNA 2 µl 
1 Sestava 10 x pufra PCR: 10 mM Tris-HCl (pH 8,8), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2. 
2 Začetni oligonukleotidi. 
 
 
Preglednica 11: Začetni oligonukleotidi, uporabljeni pri Lok1/Lok3 PCR 
Oznaka ZO1 Nukleotidno zaporedje ZO Vir 
Lok3 5`-TTACCAGAAAAAGTACTTTAA-`3 Braun in sod., 1996 
Lok1 5`-AAAATATACTGCACATCTGTATAC-`3 Braun in sod., 1996 
 
 
Prisotnost pomnoženih fragmentov smo dokazali z gelsko elektroforezo, kot je opisano v 
poglavju 3.2.3.3. 
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3.2.4.2 PCR-ribotipizacija 
 
Vse izolate smo tipizirali tudi z metodo PCR-ribotipizacije. Po protokolu, ki sta ga opisali 
Janezic in Rupnik (2010), smo z začetnimi oligonukleotidi (Janezic in sod., 2011) pomnožili 
medgensko regijo med 16S in 23S rDNA. 
 
Zaradi velikega števila izolatov smo najprej naredili presejalne 2 % agarozne gele (agaroza 
(Sigma) v 0,5 x pufru TBE). Pripravili smo reakcijsko mešanico za PCR, kot je navedeno v 
preglednici 12, ter ustrezno količino odpipetirali v 200 µl mikrocentrifugirke in dodali DNA. 
Reakcija je potekala v cikličnem termostatu T3000 (Biometra). Pogoji pomnoževanja in 
začetni oligonukleotidi so navedeni v preglednici 13 in v preglednici 14. Po končanem 
cikličnem pomnoževanju smo produkte PCR še segrevali 45 min pri 75 °C (izparevanje) 
tako, da smo pokrov cikličnega termostata in mikrocentrifugirk odprli. Tako smo PCR-
produkt skoncentrirali. 
 
Fragmente smo ločili z gelsko elektroforezo, ki je tekla 3 ure pri napetosti 100 V. 
 
 
Preglednica 12: Sestava restrikcijske mešanice za PCR-ribotipizacijo (Janezic in Rupnik, 2010) 
 Za eno restrikcijsko mešanico 
(50 µl) 
dd H2O 37,0 µl 
10 x pufer PCR (Roche)1 5,0 µl 
dNTP-ji (20 mM mešanica) 2,0 µl 
16S Ribo (50 µM) 1,0 µl 
23S Ribo (50 µM) 1,0 µl 
Taq DNA polimeraza (Roche) (5U/µl) 0,25 µl 
DNA (»Chelex DNA«) 3 µl 
1 Sestava 10 x pufra PCR: 10 mM Tris-HCl (pH 8,8), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2. 
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Preglednica 13: Pogoji pomnoževanja PCR-programa Ribo_SJ ali Bidet 
Temperatura Čas Število ciklov 
95 °C 15 min 1 
94 °C 1 min   
57 °C 1 min  35 
72 °C 1 min   
72 °C 15 min  1 
4 °C hold 1 
 
 
Preglednica 14: Začetni oligomukleotidi (ZO) za PCR-ribotipizacijo 
Oznaka 
ZO 
Nukleotidno zaporedje ZO  
Mesto 
prileganja 
Vir 
16S_F GCTGGATCACCTCCTTTCTAAG 
 
16S rDNA Janezic in sod., 2011 
23S_R TGACCAGTTAAAAAGGTTTGATAGATT 
 
23S rDNA Janezic in sod., 2011 
 
Znotraj posameznih vzorcev smo izbrali vse izolate, ki so imeli različne PCR-ribotipe 
(različne profile), in ponovno naredili PCR, kot je opisano zgoraj. 
 
Pomnožke PCR smo tokrat ločili v 3 % agaroznem gelu. Zatehtali smo 3 g agaroze 
(Certified™ Low Range Ultra Agarose, Bio-Rad) in dodali 100 ml hladnega 1 x pufra TAE. 
Mešanico smo 4 minute segrevali v mikrovalovni pečici z občasnim nežnim mešanjem na 
magnetnem mešalu. Nato smo gel počasi ohladili v hladni vodni kopeli in ga vlili v 
elektroforezni nosilec z glavničkom ter ga pustili približno 40 minut, da se je strdil. 
 
Nosilec z gelom smo prestavili v elektroforezno banjico in ga prelili s hladnim 1 x pufrom 
TAE ter odstranili glavniček. V prvo, sedmo, trinajsto in zadnjo (dvajseto) luknjico smo 
nanesli 10  µl markerja (100 bp DNA ladder, New England Biolabs), v preostale luknjice pa 
20 µl produkta PCR, zmešanega z 7 µl nanašalnega barvila. Elektroforeza je tekla 4 ure pri 
napetosti 80 V. 
 
Po končani elektroforezi smo gel 15–20 minut barvali v raztopini z etidijevim bromidom s 
koncentracijo 0,2 µg/ml in ga nato še 15–20 minut razbarvali v destilirani vodi. Sliko smo 
shranili v digitalni obliki z dokumentacijskim sistemom Biometra. 
 
Vzorce fragmentov, ki smo jih dobili s PCR-ribotipizacijo, smo analizirali z računalniškim 
programom BioNumerics (Applied Maths) in jim določili PCR-ribotipe.  
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4 REZULTATI 
 
Bakterijo C. difficile smo izolirali iz prsti in peska v različnih okoljih (parki, njive in vrtovi). 
Za osamitev bakterije smo uporabili dva pristopa začetne obdelave vzorca, brez in s 
sonikacijo. Dobljene izolate smo karakterizirali s toksinotipizacijo in PCR-ribotipizacijo. 
 
 
4.1 IZOLACIJA C. difficile IZ PRSTI V RAZLIČNIH OKOLJIH 
 
Testirali smo 30 vzorcev, 24 vzorcev prsti in 6 vzorcev peska s 30 različnih lokacij, od tega 
je bilo 17 (56,7 %) vzorcev pozitivnih na C. difficile, in sicer 15 vzorcev prsti in 2 vzorca 
peska. Iz teh vzorcev smo osamili 170 izolatov C. difficile (Slika 6). 
 
 
Slika 6: Čista kultura bakterije C. difficile na gojišču COH 
 
Posamezni vzorec smo z namenom pridobiti čim več izolatov obdelali z dvema pristopoma 
– takojšnja obdelava in sonikacija. Več pozitivnih vzorcev in tudi več izolatov smo pridobili 
s postopkom sonikacije, s katerim je bilo pozitivnih 12 vzorcev, v primerjavi s postopkom 
brez sonikacije, kjer je bilo pozitivnih samo 7 vzorcev. Samo 1 vzorec je bil pozitiven z 
obema postopkoma (Preglednica 15, Slika 7). 
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Preglednica 15: Primerjava metod priprave suspenzije,takojšnja obdelava in sonikacija glede na tip vzorčenega 
okolja 
 
 
 
Od skupno 17 pozitivnih lokacij/vzorcev smo iz 6 vzorcev C. difficile izolirali z metodo 
direktne izolacije in iz 10 vzorcev z metodo, ki je vključevala sonikacijo. V enem vzorcu 
smo dobili pozitiven rezultat z obema metodama (Slika 7). 
 
 
Slika 7: Primerjava obeh metod; številke predstavljajo število pozitivnih vzorcev. 
 
Vrt Njiva Park Peskovnik 
Takojšnja 
obdelava 
Sonikacija 
Takojšnja 
obdelava 
Sonikacija 
Takojšnja 
obdelava 
Sonikacija 
Takojšnja 
obdelava 
Sonikacija 
V
zo
rc
i 
Št. poz. 
vzorcev  
2 4 3 5 1 1 1 1 
Št. poz. 
vzorcev 
samo s 
takojšnjo 
obdelavo 
1 3 1 1 
Št. poz. 
vzorcev 
samo s 
sonikacijo 
3 5 1 1 
Št. poz. 
vzorcev z 
obema 
metodam
a 
1 0 0 0 
Št. vseh 
pozitivnih 
vzorcev 
5 (71,4 %) 8 (66,7 %)  2 (40 %) 2 (33,3 %) 
Št. vseh  
neg. 
vzorcev 
2 (28,6 %) 4 (33,3 %) 3 (60 %) 4 (66,7 %) 
Št. 
testiranih 
vzorcev 
7 12 5 6 
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Da smo zajeli čim več različnih genotipov v posameznem vzorcu, smo iz primarne nacepitve 
(filtra) na sveže gojišče precepili večje število izolatov (do največ 20/vzorec). To smo 
naredili na dva načina. Enkrat smo direktno pikirali iz filtra na gojišču ChromID na gojišče 
COH, drugič pa smo sterilno pobrisali filter na gojišču ChromID in naredili alkoholni šok 
ter nato ponovno nacepili na gojišče ChromID. Po inkubaciji smo morfološko ustrezne 
kolonije (Slika 8) prepikirali na gojišče COH. Vseh 170 izolatov C. difficile smo dobili po 
slednjem postopku. 
 
 
Slika 8: Rast C. difficile na gojišču ChromID po suhem brisu filtra in alkoholnem šoku 
 
4.2 KARAKTERIZACIJA C. difficile IZ PRSTI V RAZLIČNIH OKOLJIH 
 
Vseh 170 molekularno potrjenih izolatov C. difficile smo najprej tipizirali s t. i. »hitro 
tipizacijo« z 2 % geli in nato za vsak vzorec izbrali predstavnike za posamezni profil ter 
določili PCR-ribotip in toksinotip po postopku, opisanem v poglavju 3.2.4. Predpostavili 
smo, da so izolati znotraj istega vzorca z istim profilom PCR-ribotipizacije klonalni, zato 
smo v nadaljevanju izbrali samo enega predstavnika in ga podrobneje okarakterizirali s 
klasično PCR-ribotipizacijo in toksinotipizacijo. 
 
Rezultati so predstavljeni v Preglednici 16. 
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Preglednica 16: Pregled vseh izolatov 
Vzorec 
Reprezen-
tativni izolat 
Tip okolja 
Gen za 
binarni 
toksin 
Toksinotip1 Sonikacija 
Alkoholni 
šok 
PCR-
ribotip 
Skupno 
št. 
izolatov 
prst Z9 Z9-A-1 park - 0 - + SLO 069 1 
pesek 
Z10 
Z10-A-5 peskovnik - 0 - + 002 10 
prst 
Z13 
Z13-A-5 njiva + IV - + 023 10 
prst 
Z14 
Z14-A-4 njiva - 0 - + 001/072 10 
prst 
Z15 
Z15S-A-3 njiva - A¯ B¯  lok 1/3¯ + + SLO 204 10 
prst 
Z18 
Z18S-A-5 njiva + IV + + 023 10 
prst 
Z20 
Z20-A-5 njiva - A¯ B¯  lok 1/3¯ - + SLO 216 10 
prst 
Z21 
Z21-A-5 vrt + IV - + 023 10 
prst 
Z22 
Z22S-A-5 vrt - A¯ B¯  lok 1/3¯ + + SLO 216 9 
prst 
Z22 
Z22S-A-7 vrt - A¯ B¯  lok 1/3¯ + + SLO 218 1 
prst 
Z24 
Z24S-A-5 vrt - 0 + + 014/020 10 
prst 
Z25 
Z25S-A-5 vrt - A¯ B¯  lok 1/3¯ + + SLO 206 10 
prst 
Z26 
Z26-A-5 vrt - 0 - + 003 10 
prst 
Z26 
Z26S-A-3 vrt - 0 + + 018 10 
prst 
Z29 
Z29S-A-5 njiva - A¯ B¯  lok 1/3¯ + + SLO 239 10 
prst 
Z30 
Z30S-A-5 njiva - tox- + + 010 10 
prst 
Z16 
Z16S-A-5 njiva - A¯ B¯  lok 1/3¯ + + SLO 217 9 
pesek 
Z33 
Z33S-A-5 peskovnik - 0 + + SLO 257 10 
prst 
Z35 
Z35S-A-5 park - tox- + + 010 10 
1 Lok 1/3¯ je oznaka za netoksigeni sev, pri katerem s PCR nismo mogli potrditi prisotnosti 115 bp odseka pri 
netoksigenih sevih, tox- predstavlja netoksigeni sev, kjer smo s PCR potrdili prisotnost 115 bp dolgega 
zaporedja.
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Na osnovi PCR-ribotipizacije smo izolate uvrstili v 15 različnih PCR-ribotipov (Preglednica 
17, Slika 7). V posameznem vzorcu smo našli 1 (15 vzorcev) ali največ 2 različna PCR-
ribotipa (2  vzorca). 
 
Najpogostejši so bili PCR-ribotipi 010 (netoksigeni), 023 (toksinotip IV) in SLO 216 
(netoksigeni) (Preglednica 17). Dendrogram, ki prikazuje podobnost PCR-ribotipov, je 
prikazan na Sliki 9. 
 
 
Slika 9: Dendogram, ki prikazuje podobnosti PCR-ribotipov. Z »Reference strain« je označen referenčni sev, 
na podlagi katerega smo določili ribotip našim izolatom. 
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Od 15 PCR-ribotipov jih je bilo toksignih 8, kar predstavlja 53,3 %. Po postopku, opisanem 
v poglavju 3.2.4.1, smo jih uvrstili v že znana toksinotipa 0 in IV (Preglednica 17). Gen za 
binarni toksin smo dokazali pri 1 ribotipu (6,7 %), kar predstavlja 30 % toksigenih sevov. 
Netoksigenih ribotipov je bilo 7 (46,7 %). 
 
 
Preglednica 17: Pogostost pojavljanja PCR-ribotipov med izolati C. difficile  iz prsti in peska (Bandelj in sod., 
2016; Janezic in sod., 2012, 2014, 2016; Rupnik in sod., 2013; Zidaric in sod., 2010) 
PCR-
ribotip 
Toksinotip 
Gen za 
binarni 
toksin 
Pogostost 
pojavljanja1 
PCR-ribotip, najden tudi2 
pri ljudeh 
pri 
živalih 
v 
okolju 
v živilih 
002 0 - 1 + + + + (jajce)3 
003 0 - 1 + + - - 
010 tox- - 2 + + + - 
018 0 - 1 + + + - 
023 IV + 3 + + + 
+ 
(krompir-
površina) 
001/072 0 - 1 + + + 
+ 
(krompir-
površina) 
014/020 0 - 1 + + + 
+ 
(krompir 
in jajce -
površina) 
SLO 069 0 - 1 + + + - 
SLO 204 A¯ B¯ lok¯ - 1 - - + (6) 
+ (1,  
regrat) 
SLO 206 A¯ B¯ lok¯ - 1 - - + (1) - 
SLO 216 A¯ B¯ lok¯ - 2 - - + (1) - 
SLO 217 A¯ B¯ lok¯ - 1 - - - 
+ (1, 
regrat) 
SLO 218 A¯ B¯ lok¯ - 1 - - + (1) - 
SLO 239 A¯ B¯ lok¯ - 1 - - + (1) - 
SLO 257 0 - 1 + (1) - - - 
1 Med našimi vzorci prsti in peska iz različnih okolij. 
2 V dosedanjih študijah izvedenih v Sloveniji. 
3 (število izolatov, izvor) 
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Če primerjamo najdene PCR-ribotipe med posameznimi tipi okolja, ugotovimo, da se isti 
PCR-ribotipi redko pojavijo v vzorcih iz različnih okolij. Ponovijo se le trije PCR-ribotipi – 
023, SLO 216 in 010. V vzorcih iz njive in vrta se pojavita PCR-ribotipa 023 in SLO 216, v 
vzorcih iz njive in parka pa se pojavi PCR-ribotip 010 (Preglednica 18). 
 
 
Preglednica 18: PCR-ribotipi glede na lokacijo odvzema vzorca 
 Njiva Vrt Park Peskovnik 
PCR-ribotip 
023  
001/072  
SLO 204  
SLO 216 
SLO 239 
010  
SLO 217 
023 
SLO 216 
SLO 218 
014/020  
SLO 206  
003 
018 
SLO 069 
010 
002 
SLO 257 
 
 
 
.  
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5 RAZPRAVA  
 
Glavna cilja magistrske naloge sta bila osamitev in karakterizacija bakterije C. difficile iz 
prsti in peska iz različnih okolij. V ta namen smo testirali 30 vzorcev, nabranih na različnih 
lokacijah v pomurski regiji. Izolate smo okarakterizirali s PCR-ribotipizacijo in 
toksinotipizacijo. 
 
Prisotnost bakterije C. difficile v prsti so že leta 1955 opisali Lindberg in sod. ter nato leta 
1996 še Al Salf in Brazier. C. difficile se v prsti Južnega Walesa pojavlja med 4,2 % 
(Lindberg in sod., 1955) in 21 % (Al Salf in Brazier, 1996). V Sloveniji so v eni študiji spore 
C. difficle našli v 36,7 % prsti, nabranih na različni lokacijah (Janezic in sod., 2016). Izolacija 
C. difficile iz peska do sedaj še ni bila opisana. Na podlagi teh informacij smo postavili 
hipotezo, da bo C. difficile v prsti/pesku prisotna v majhnem deležu. 
 
V nalogi smo C. difficile izolirali iz 15 vzorcev (62,5 %) prsti in 2 vzorcev (33 %) peska. 
Delež pozitivnih vzorcev iz prsti/peska je v našem primeru višji (skupno 56,7 % pozitivnih 
vzorcev), kot navajajo v do sedaj objavljenih rezultatih (Janezic in sod., 2016). 
 
Iz skupno 17 pozitivnih vzorcev prsti in peska smo izolirali 170 izolatov C. difficile, ki smo 
jih uvrstili v 15 različnih PCR-ribotipov. Od tega je bilo 7 takšnih, ki so jih že izolirali iz 
živali in/ali ljudi v Sloveniji. Preostalih 8 je bilo do sedaj opisanih samo v okolju 
(Preglednica 18) (Janezic in sod., 2012, 2016). Za izolate C. difficile, izolirane iz ljudi in 
živali, velja, da pri posamezni vrsti prevladuje določeni PCR-ribotipi. V človeški populaciji 
v Evropi prevladujejo PCR-ribotipi 027, 001/027 in 014/020 (Davies in sod., 2016), pri 
živalih pa prevladujejo PCR-ribotip 078, 014/020, 002 in 012 (Janezic in sod., 2014). Za 
živali je značilno, da določen PCR-ribotip prevladuje pri določenih populacijah živali, na 
primer PCR-ribotip 078 pri prašičih, konjih in govedu (Janezic in sod., 2014). Pestrost PCR-
ribotipov med našimi vzorci je kar velika, saj ne prevladuje noben PCR-ribotip (Preglednica 
19). Veliko pestrost PCR-ribotipov so prav tako dobili avstralski znanstveniki, ko so 
preučevali urbane travnate površine mesta Perth, in sicer sta v njihovi študiji prevladovala 
PCR-ribotipa 014/020 (39 %) in 010 (20,3 %); preostalih 33 najdenih PCR-ribotipov pa se 
je ponovilo le nekrajkrat (Moono in sod., 2017), kar kaže na veliko raznolikost PCR-
ribotipov na urbanih travnatih površinah. PCR-ribotip 023, ki smo ga našli v treh različnih 
okoljih, je med pogostejšimi ribotipi pri ljudeh in se pojavlja tudi pri živalih (Janezic in sod., 
2012; Rupnik in sod., 2013). Dosedanje študije in naši rezultati nakazujejo, da obstaja v 
okolju tudi posebna populacija sevov C. difficile, ki je precej omejena na okolje ter v človeški 
in živalski populaciji do sedaj še ni bila opisana. Najdeni PCR-ribotipi se deloma ujemajo s 
PCR-ribotipi, ki se najpogosteje pojavljajo v Sloveniji – 014/020 in 023. Če primerjamo naše 
PCR-ribotipe z ribotipi, ki so jih določili Janezic in sod. (2016), ugotovimo, da je 9 enakih 
– 002, 010, 014/020, 23 SLO 069, SLO 204, SLO 206, SLO 216 in SLO 218. Štiri (002, 010, 
023 in SLO 204) od devetih skupnih PCR-ribotipov so predtem že našli pri ljudeh in živalih. 
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To potrdi našo hipotezo, da se PCR-ribotipi iz okolja deloma prekrivajo s PCR-ribotipi, 
najdenimi pri ljudeh in/ali živalih, ter kaže na morebitno izmenjavo sevov C. difficile med 
ljudmi, živalmi in okoljem (Janezic in sod., 2016). 
 
Janezic in sod. (2016) so izvedli filogenetsko raziskavo, ki temelji na analizi MLST in kaže, 
da populacija C. difficile iz okolja pripada trem popolnoma različnim kladom kot bakterije, 
izolirane iz ljudi in živali, kar nakazuje, da bi lahko izolati iz prsti in poplavne vode bili 
izvirni okoljski izolati in primarno niso povezani z okužbami ljudi in živali. 
 
C. difficile smo poleg prsti dokazali tudi v pesku, in sicer smo jo izolirali iz dveh vzorcev 
peska (33,3 %) iz peskovnikov. Do zdaj o tem še ni znanih podatkov. Izolata sta pripadala 
PCR-ribotipu 002 in SLO 257, ki sta toksigena in pripadata toksinotipu 0. Spore C. difficile 
v pesku v peskovnikih predstavljajo potencialno nevarnost in vir okužbe predvsem za otroke, 
ki se v njih igrajo. Nevarni so predvsem toksigeni sevi, ki lahko povzročajo simptomatske 
okužbe. 
 
Od skupno 15 ribotipov je bila malo več kot polovica sevov netoksigenih (52,6 %). Uvrstili 
smo jih v dva že znana toksinotipa, in sicer toksinotipa 0 in IV. Pri sevih s toksinotipom IV 
smo dokazali gene za binarni toksin. V literaturi najdemo podatek, da je delež toksigenih 
izolatov v prsti od 40,9 % (Al Saif in Brazier, 1996) do 66,7 % (Simango, 2006). Janezic in 
sod. ugotavljajo, da se v okolju pojavlja več netoksigenih sevov kot toksigenih (Janezic in 
sod., 2012). Dosedanje študije, izvedene v Sloveniji, navajajo od 36 % toksigenih sevov (v 
študiji iz leta 2015, ki je vsebovala vzorce travnikov, gozdov, njiv in komposta; Potočnik, 
2015) do 40 % toksigenih sevov (v študiji iz leta 2017, ki je vsebovala vzorce prsti iz 
domačih vrtov; Smrke, 2017), kar je nekoliko manj kot v našem primeru. Med netoksigenimi 
sevi pri 7 nismo mogli pomnožiti 115 bp dolgega zaporedja. To se ujema z rezultati študije 
Janezic in sod. (2016), kjer je prav tako bila več kot polovica (55,9 %) sevov netoksigenih 
in pri 73,7 % netoksigenih sevov niso mogli pomnožiti 115 bp dolgega zaporedja. 
 
Z namenom pridobiti čim večje število izolatov, smo vzorce, nabrane v okolju, obdelali po 
dveh metodah, ki sta se razlikovali le v začetnem koraku. Pri eni smo vzorec samo 
suspendirali v sterilni vodi (direktna metoda), pri drugi pa smo suspenzijo obdelali še s 
sonikacijo, pri čemer smo predpostavili, da bomo tako povečali občutljivost metode, saj 
sonikacija moti bakterijski biofilm (Bogut in sod., 2014) in se tako celice sprostijo v tekočino 
(sterilno dH2O v našem primeru), s katero je prst oziroma pesek obdan. Za obe metodi smo 
uporabili enak vzorec prsti oziroma peska. 
 
Opazili smo doprinos sonikacije k številu pozitivno ovrednotenih vzorcev. Z metodo, ki je 
vsebovala sonikacijo, smo pridobili 20 % več izolatov C. difficile kot z direktno metodo. Le 
iz enega vzorca smo dobili izolate C. difficile z obema metodama (Slika 7). 
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Primerjali smo tudi, ali je bolj učinkovito direktno pikiranje po morfologiji podobnih kolonij 
C. difficile iz filtra na gojišču ChromID na gojišče COH ali pa je bolj učinkovit alkoholni 
šok in ponovna nacepitev na gojišče ChromID ter šele po inkubaciji pikiranje po morfologiji 
podobnih kolonij C. difficile na gojišče COH. V tem primeru smo pričakovali, da bo bolj 
učinkovit korak z alkoholnim šokom, saj na ta način vršimo selekcijo in nam ostanejo le na 
etanol odporne spore. Tako lahko C. difficile raste, ne da bi ga druge hitreje rastoče bakterije, 
ki jih s toplotnim šokom ne uničimo, prerasle. Težavno pa je tudi razlikovanje kolonij po 
morfologiji podobnih C.  difficile na filtrih. Metoda z alkoholnim šokom se je res izkazala 
za bolj učinkovito od metode direktnega pikiranja, saj smo vse pozitivne izolate pridobili z 
metodo, ki je vključevala kot dodatni korak alkoholni šok. Vse prepikirane kolonije, ki so 
bile morfološko podobne C. difficile, pa kasneje molekularno niso bile potrjene kot 
C. difficile. 
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6 SKLEPI 
 
Glede na rezultate, predstavljene v magistrski nalogi, lahko povzamemo: 
 
- Bakterija C. difficile je v prsti prisotna v večjem deležu kot navajajo dosedanji 
podatki. 
 
- Genotipi C. difficile, najdeni v prsti/pesku, se deloma prekrivajo z genotipi najdenimi 
pri živalih in/ali ljudeh, vendar je predvsem prst deloma tudi samostojno okolje, v 
katerem krožijo drugačni genotipi kot v človeški populaciji. 
 
- Pesek iz peskovnikov tudi lahko predstavlja potencialni vir okužbe s C. difficile. 
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7 POVZETEK 
 
Clostridium difficle je anaerobna, paličasta, po Gramu pozitivna bakterija. Je patogena 
črevesna bakterija ljudi in živali, ki se ob porušeni črevesni mikrobioti prekomerno namnoži 
in kolonizira črevesje. C. difficle tvori spore, ki so zelo odporne in metabolno dormantne, 
zato jo najdemo tudi v okolju – v vodi, prsti, hrani … V naravi se pojavljajo toksigeni in 
netoksigeni sevi. Bolezenske znake, vse od blage driske do psevdomembranoznega kolitisa, 
povzročajo le toksigeni sevi, a lahko gostitelja kolonizirajo tudi netoksigeni sevi. Sevi 
C. difficile v bolnišničnem okolju so dobro raziskani, medtem ko je izvenbolnišnično okolje 
manj raziskano, a se število raziskav povečuje, saj je poznavanje pogosotnosti in 
raznovrstnosti genotipov v okolju prav tako pomembno. 
 
V magistrskem delu smo se osredotočili na osamitev bakterije C. difficle iz vzorcev prsti in 
peska iz različnih zunanjh okolij, kot so njive, vrtovi, parki ter peskovniki. Bakterijo 
C. difficle smo osamili po postopku, ki je vključeval suspendiranje prsti/peska v destilirani 
sterilni vodi (z ali brez sonikacije), toplotni šok, filtracijo, inkubacijo filtrov na selektivnem 
gojišču ChromID, suhi bris filtra, alkoholni šok kulture s filtra in gojenje na selektivnem 
gojišču ChromID ter nadaljnje precepljanje na gojišče COH do čiste kulture. Dobljene 
izolate smo potrdili z molekularnimi metodami ter jih nadalje okarakterizirali s 
toksinotipizacijo in PCR- ribotipizacijo. 
 
Analizirali smo skupno 30 vzorcev, in sicer 24 vzorcev prsti in 6 vzorcev peska. Pozitivnih 
je bilo 17 vzorcev, in sicer 15 vzorcev prsti (62,5 %) in 2 vzorca peska (33 %). Skupaj smo 
pridobili 170 izolatov, ki smo jih s PCR-ribotipizacijo uvrstili v 15 različnih PCR-ribotipov. 
Od teh je bilo 7 netoksigenih in 8 toksingenih, ki smo jih nadalje na osnovi pomnožkov 
genov za toksine uvrstili v dva različna toksinotipa (0 in IV). Samo eden od 
identificiranih PCR-ribotipov prej še ni bil opisan, preostalih 14 pa je bilo že najdenih v 
različnih okoljih in pri gostiteljih v Sloveniji. Od 15 PCR-ribotipov jih je bilo 7 najdenih pri 
ljudeh in/ali živalih. 
 
Ker smo posamezni vzorec na začetku obdelali po dveh različnih metodah, smo primerjali 
tudi slednji. Z metodo, ki vključuje korak sonikacije, smo C. difficile izolirali iz 10 vzorcev, 
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z metodo brez sonikacije pa iz 6 vzorcev. V zgolj enem vzorcu smo dobili pozitiven rezultat 
z obema metodama, PCR-ribotipa, ki sta bila prisotna, pa sta bila različna. Iz rezultatov tako 
lahko sklepamo, da je metoda s sonikacijo vzorcev nekoliko učinkovitejša kot metoda brez 
sonikacije. Primerjali smo tudi število izolatov, dobljenih z direktnim pikiranjem kolonij iz 
filtra primarne rasti bakterijske kulture iz gojišča ChromID na gojišče COH, ter uporabo 
brisa in alkoholnega šoka preostanka primarne rasti na filtru na gojišču ChromID in ponovno 
nacepitev na selektivno gojišče ChromID. Ugotovili smo, da je za izolacijo C. difficile iz 
prsti/peska bolj primerna uporaba alkoholnega šoka in šele nato precepljanje do čiste kulture. 
Z omenjenim postopkom, ki je vključeval sonikacijo in kasneje alkoholni šok, smo pridobili 
170 izolatov C. difficile. 
 
Iz rezultatov lahko sklepamo, da je C. difficile pogosto prisotna v naravnem okolju prsti. 
Prvič smo opisali tudi izolacijo C. difficile iz peska, odvzetega iz peskovnikov v Sloveniji. 
Genotipi  iz okolja se delno prekrivajo (42,1 %) z genotipi, najdenimi pri ljudeh in/ali živalih. 
Kljub temu pa rezultati kažejo, da je prst oziroma pesek še vedno razmeroma samostojno 
okolje, v katerem krožijo genotipi, ki so drugačni od tistih v bolnišničnem okolju, saj je bilo 
8 (53,3 %) identificiranih ribotipov takšnih, ki še niso bili opisani v človeški ali živalski 
populaciji.  
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PRILOGE 
 
Priloga A: Podatki o mestu vzorčenja – oznaka lokacije, tip okolja in GPS koordinate 
 
Oznaka 
vzorca 
Datum 
odvzema 
vzorca 
GPS koordinate 
odvzema vzorca 
Opis lokacije odvzema vzorca 
1 
Z8 18. 4. 2016 
46. 734657 
vrt 1,  
Selo 
16. 289742 
Z8S 18. 4. 2016 
46. 734657 
16. 289742 
2 
  
Z9 18. 4. 2016 
46. 64345 
park 1,  
Radenci 
16. 0422733 
Z9S 18. 4. 2016 
46. 64345 
16. 0422733 
3 
Z10 18. 4. 2016 
46. 776096 
peskovnik 1,  
Pertoča šola 
16. 025593 
Z10S 18. 4. 2016 
46. 776096 
16. 025593 
 4  
Z11 18. 4. 2016 
46. 8021769 
peskovnik 2,  
Osnovna šola Sv. Jurij 
16. 0390026 
Z11S 18. 4. 2016 
46. 8021769 
16. 0390026 
5 
Z12 18. 4. 2016 
46. 6690249 
peskovnik 3,  
Noršinci igrišče 
16. 202159 
Z12S 18. 4. 2016 
46. 6690249 
16. 202159 
6 
Z13 7. 5. 2016 
46. 7340064 
njiva 1,  
Selo 
16. 3033151 
Z13S 7. 5. 2016  
46. 7340064 
16. 3033151 
7 
Z14 7. 5. 2016 
46. 734113 
njiva 2,  
Selo 
 
16. 2986683 
Z14S 7. 5. 2016 
46. 734113 
16. 2986683 
Se nadaljuje … 
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Nadaljevanje Priloge A: Podatki o mestu vzorčenja – oznaka lokacije, tip okolja in GPS 
koordinate 
 
Oznaka 
vzorca 
Datum 
odvzema 
vzorca 
GPS koordinate 
odvzema vzorca 
Opis lokacije odvzema vzorca 
8 
Z15 7. 5. 2016 
46. 7379376 
njiva 3,  
Selo 
16. 3031154 
Z15S 7. 5. 2016 
46. 7379376 
16. 3031154 
9 
Z16 7. 5. 2016 
46. 7363139 
njiva 4,  
Prosenjakovci 
16. 3167731 
Z16S 7. 5. 2016 
46. 7363139 
16. 3167731 
10 
Z17 7. 5. 2016 
46. 7348518 
njiva 5,  
Selo 
16. 290508 
Z17S 7. 5. 2016 
46. 7348518 
16. 290508 
11 
Z18 8. 5. 2016 
46. 7355424 
njiva 6,  
Bodonci 
16. 0890802 
Z18S 8. 5. 2016 
46. 7355424 
16. 0890802 
12 
Z19 8. 5. 2016 
46. 7623431 
njiva 7,  
Ropoča 
16. 0455671 
Z19S 8. 5. 2016 
46. 7623431 
16. 0455671 
13 
Z20 8. 5. 2016 
46. 7827602 
njiva 8,  
Večeslavci 
16. 041676 
Z20S 8. 5. 2016 
46. 7827602 
16. 041676 
14 
Z21 27. 5. 2016 
46. 735939 
vrt 2,  
Selo 
16. 2949513 
Z21S 27. 5. 2016 
46. 735939 
16. 2949513 
15 
Z22 27. 5. 2016 
46. 7289552 
vrt 3,  
Selo 
16. 2777058 
Z22S 27. 5. 2016 
46. 7289552 
16. 2777058 
Se nadaljuje … 
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Nadaljevanje Priloge A: Podatki o mestu vzorčenja – oznaka lokacije, tip okolja in GPS 
koordinate 
 
Oznaka 
vzorca 
Datum 
odvzema 
vzorca 
GPS koordinate 
odvzema vzorca 
Opis lokacije odvzema vzorca 
16 
Z23 27. 5. 2016 
46. 731155 
(cvetlični) vrt 4,  
ob cerkvi Selo 
 
16. 2778116 
Z23S 27. 5. 2016 
46. 731155 
16. 2778116 
17 
Z24  28. 5. 2016 
46. 7711534 
vrt 5,  
Pertoča 
16. 0203158 
Z24S 28. 5. 2016 
46. 7711534 
16. 0203158 
18 
Z25 28. 5. 2016 
46. 7704449 
vrt 6,  
Pertoča 
16. 0199255 
Z25S 28. 5. 2016 
46. 7704449 
16. 0199255 
19 
Z26 28. 5. 2016 
46. 6976015 
vrt 7,  
Suhi vrh 
16. 2534591 
Z26S 28. 5. 2016 
46. 6976015 
16. 2534591 
20 
Z27 8. 7. 2016 
46. 7062095 
njiva 9,  
Suhi vrh 
16. 2438687 
Z27S 8. 7. 2016 
46. 7062095 
16. 2438687 
21 
Z28 8. 7. 2016 
46. 6793569 
njiva 10,  
Noršinci 
16. 1969021 
28S 8. 7. 2016 
46. 6793569 
16. 1969021 
22 
Z29 8. 7. 2016 
46. 6843249 
njiva 11,  
Markišavci 
16. 1567496 
Z29S 8. 7. 2016 
46. 6843249 
16. 1567496 
23 
Z30 10. 7. 2016 
46. 7350806 
njiva 12,  
Selo – Fokovci 
16. 2840722 
Z30S 10. 7. 2016 
46. 7350806 
16. 2840722 
Se nadaljuje … 
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Nadaljevanje Priloge A: Podatki o mestu vzorčenja – oznaka lokacije, tip okolja in GPS 
koordinate 
 
Oznaka 
vzorca 
Datum 
odvzema 
vzorca 
GPS koordinate 
odvzema vzorca 
Opis lokacije odvzema vzorca 
24 
Z31 16. 9. 2016 
46. 66256 
park 2,  
Murska Sobota 
16. 15923 
Z31S 16. 9. 2016 
46. 66256 
16. 15923 
25 
Z32 16. 9. 2016 
46. 71781 
peskovnik 4,  
Osnovna šola Cankova 
16. 01789 
Z32S 16. 9. 2016 
46. 71781 
16. 01789 
26 
Z33 17. 9. 2016 
46. 71874 
peskovnik 5,  
vrtec Canova  
16. 018873 
Z33S 17. 9. 2016 
46. 71874 
16. 018873 
27 
Z34 17. 9. 2016 
46. 79917 
park 3,  
Grad na Goričkem(ob gradu) 
 
16. 09609 
Z34S 17. 9. 2016 
46. 79917 
16. 09609 
28 
Z35 17. 9. 2016 
46. 60742 
park 4,  
Beltinci  
16. 2326 
Z35S 17. 9. 2016 
46. 60742 
16. 2326 
29 
Z36 17. 9. 2016 
46. 64619 
park 5,  
Rakičan  
16. 19464 
36S 17. 9. 2016 
46. 64619 
16. 19464 
30 
Z37 17. 9. 2016 
46. 66303 
peskovnik 6,  
Murska Sobota (igrala v parku) 
 
16. 16014 
Z37S 17. 9. 2016 
46. 66303 
16. 16014 
 
